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ABSTRAK
Latar  belakang:  Radical  Oxygen  Intermediate  (ROI)  adalah  suatu  senyawa 
toksik yang dikeluarkan oleh makrofag untuk membunuh mikroorganisme asing 
yang  telah  di-fagositosis.  Sebelumnya,  pernah  dilakukan  penelitian  terhadap 
Tolak  Angin  Cair  untuk melihat  bagaimana  pengaruh pemberian  Tolak  Angin 
Cair  ini  terhadap peningkatan  kadar  ROI di  dalam makrofag.  Berdasarkan hal 
tersebut,  maka  sangat  menarik  untuk  melihat  bagaimana  pengaruh  pemberian 
Tolak  Angin  Anak  Cair  yang  memiliki  kandungan  zat  hampir  serupa  dengan 
Tolak  Angin  Cair  tersebut  terhadap kadar  ROI.  Penelitian  ini  bertujuan untuk 
mengetahui  adakah pengaruh dari  pemberian Tolak Angin Anak Cair  terhadap 
kadar ROI.
Metode: Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium murni 
dan  desain  yang  dipakai  adalah  Post  Test  Only  Control  Group  Design  yang 
menggunakan  mencit  Swiss  sebagai  subjek  penelitian, yaitu  dengan  cara 
membandingkan hasil observasi pada kelompok kontrol dan perlakuan. Perlakuan 
dilakukan dengan pemberian Tolak Angin Anak Cair dosis bertingkat, yaitu 0,125 
ml,  0,250 ml,  dan 0,50 ml.  Kemudian  mencit  dikorbankan dan diambil  cairan 
intra-peritoneal  nya  untuk  diperiksa  kadar  ROI  di  dalam  makrofag.  Data 
kemudian dianalisis dengan menggunakan SPSS 15,00 for windows dan dilakukan 
uji normalitas dan dilanjutkan dengan uji  Kruskal-Wallis  dan uji Mann Whitney. 
Penelitian ini dijalankan mulai dari Maret sampai April  2009 dan dilakukan di 
Bagian Parasitologi FK UNDIP serta laboratorium CEBIOR.     
Hasil: Didapatkan  peningkatan  signifikan  antar  kelompok  kontrol  dengan 
kelompok perlakuan. Namun, antar sesama kelompok perlakuan, tidak didapatkan 
peningkatan yang signifikan (p>0,05).        
Simpulan:  Terdapat  peningkatan  kadar  ROI  Secara  signifikan  (p=0,005) 
dibandingkan dengan kontrol.
Kata Kunci: Makrofag, Radical Oxygen Intermediate
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THE EFFECT OF TOLAK ANGIN ANAK CAIR 
ON THE LEVEL OF THE RADICAL OXYGEN INTERMEDIATE (ROI) 
IN SWISS MICE
ABSTRACT
Background:  Immune system is  arranged to defend from any kind of  harmful  
substances.  One  of  the  component  of  the  immune  system  is  macrophage  to  
eliminate any harmful substances in our body by doing the phagositosis proccess.  
In order to do phagositosis proccess, macrophage produce some kind of toxic  
chemical  to  kill  the  pathogens.  One of  those toxic  chemical  is  called  Radical  
Oxygen Intermediate (ROI). Previously, there was a research of Tolak Angin Cair  
to observe the reaction of ROI in macrophage. In this study, we observed the  
effects of Tolak Angin Anak Cair that has almost the same ingredients as Tolak  
Angin Cair on the level of ROI produced by Macrophage.
 Methods: This research was a pure experimental research and the design used  
was  Post  Test  Only  Control  Group Design using  experimental  animal  as  the  
subject of the research. The experiment used Tolak Angin Anak Cair with several  
doses (0,125 ml, 0,250 ml, and 0,50 ml). After that, the mice are being sacrified  
and  the  intra-peritoneal  fluid  was  taken  to  meassure  the  level  of  ROI  in  
macrophage. The next step was using the SPSS 15,00 for Windows to analyze the  
data followed by using the normality test. Then, using kruskal-Wallis and Mann  
Whitney Test to determine which data that were the significant one. This research  
was conducted from March until April 2009 in the Laboratorium of Parasitologi  
and the Laboratorium of CEBIOR.
Results: There was a significance increse in the level of ROI in the experimented  
mice compared to the control mice.  But, if the experimented mice are compared  
to each other, there were not some significance increase in their level of ROI
Conclussion:  There  was  an  increase  of  ROI  in  the  swiss  mice  that  are  
administrated  with  Tolak  Angin  Anak Cair  than the  swiss  mice  that  are  only  
administrated with water. 
Keywords: Macrophage, Radical Oxygen Intermediate  
iii
PENDAHULUAN
Tubuh   memiliki  suatu  sistim imunitas  tubuh  yang   melindungi  tubuh 
terhadap unsur-unsur patogen, seperti bakteri, virus, fungus, dan parasit. 1
Beberapa  upaya  tubuh  untuk  mempertahankan  diri  terhadap  masuknya  unsur-
unsur patogen diantaranya adalah :
1. menghancurkan unsur-unsur patogen dengan proses fagositosis makrofag, 
neutrophil
2. proliferasi  dan  diferensiasi  limfosit  sehingga  menjadi  sel  yang  mampu 
bereaksi dengan unsur-unsur patogen 2
3. peranan  mediator-mediator  yang  disebut  sitokin  dalam  mengendalikan 
respons  imun,  diantaranya  adalah  Interleukin  (IL)  dan  interferon  (IFN) 
yang diproduksi oleh sel T. 2,3
pada penelitian sebelumnya telah terbukti bahwa Tolak Angin Cair dapat secara 
signifikan meningkatkan jumlah sel Limfosit T. 1,2,3
Beberapa  penelitian  yang  telah  dilakukan pada  umumnya  belum secara 
spesifik melaporkan pengaruh langsung terhadap sistim imun. Daya antimikroba 
pada penelitian secara invitro terhadap  Staphylococcus aureus dan  Escherichia 
coli pernah dilaporkan pada pemberian ekstrak daun pegagan.6
Pada penelitian sebelumnya, pemberian Tolak Angin Cair pada manusia 
dewasa  dapat  meningkatkan  kadar  Interferron  Gamma  oleh  sel  T yang  akan 
mengeluarkan Sitokin yang mempunyai efek aktivasi makrofag. Metabolit reaktif 
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antara  lain  adalah Radical  Oxygen  Intermediate  (ROI)  yang  pengeluaran  nya 
dipengaruhi oleh Interferron gamma.4,5
Tolak  Angin  Anak  mengandung  komponen  yang  sama  seperti  Tolak 
Angin Cair dengan kadar yang lebih rendah dan tambahan tanduk yang ditujukan 
sebagai antipiretik.4,5
Dari semua data di atas, maka apabila Tolak Angin ini dikonsumsi dalam 
jumlah yang adekuat dapat meningkatkan kadar ROI.
Dalam hal ini, interferron Gamma yang dihasilkan oleh T-helper 1 juga 
dapat meningkatkan proses fagositosis yang dilakukan oleh makrofag, dan dapat 
diperkirakan akan terjadi peningkatan kadar ROI.7,8
Berdasarkan hal tersebut diatas, sangat menarik untuk diteliti lebih lanjut 
mengenai Tolak Angin Anak Cair yang juga memiliki bahan-bahan serupa dengan 
Tolak  Angin  Dewasa.  Dengan  demikian,  diharapkan  akan  terjadi  peningkatan 
reaktif radical bebas dalam makrofag tersebut.
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METODE
Penelitian  dilakukan  di  bagian  parasitologi  FK UNDIP  pada  bulan  Maret 
sampai bulan April  2009 dan merupakan penelitian eksperimental laboratorium 
murni  serta desain yang dipakai  adalah  Post Test Only Control Group Design  
yang menggunakan hewan percobaan sebagai subjek penelitian, yaitu dengan cara 
membandingkan hasil observasi pada kelompok kontrol dan perlakuan. Perlakuan 
dilakukan dengan pemberian Tolak Angin Anak Cair pada kelompok perlakuan.
Perhitungan dosis Tolak Angin Anak Cair adalah sebagai berikut :
Dosis Tolak Angin Anak Cair : 3 x 10 ml (dalam sehari)
Berat badan orang dewasa : 70 kg
Berat badan anak umur 6 tahun : 22 kg
Berat badan anak umur 1 tahun : 9,4 kg
Dosis pemberian 1 bungkus (untuk anak umur 6 tahun) :
Dosis terapi pada mencit (25-35 gram) = 0,0026 x (70kg/22kg) x 3 x 10 ml = 0,25 
ml. 
Adapun prosedur penelitian ini adalah:
1. Suspensi makrofag yang telah dihitung dikultur pada microplate 24 well yang 
telah diberi coverslips bulat, setiap sumuran 200 µl (5 x 105 sel), inkubasikan 
dalam inkubator CO2 5%, 37oC selama 30 menit,
2. Tambahkan medium komplet 1 ml/sumuran, inkubasikan selama 2 jam.
3. Sel dicuci dengan RPMI 2 x , kemudian tambahkan medium komplet 1 ml/ 
sumuran, inkubasikan sampai 24 jam.
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4. Makrofag peritoneum yang dikultur sehari sebelumnya, dicuci 2 x dengan 
RPMI.
5. Tambahkan 500 µl larutan NBT yang mengandung PMA 125 mg/ml. Pada 
sumuran kontrol hanya diberi NBT saja (tanpa PMA)
6. inkubasikan dalam inkubator CO2 5%, 37oC selama 60 menit.
7. Sel dicuci dengan PBS 3x, dikeringkan pada suhu kamar
8. Fiksasi dengan metanol absolut selama 30 detik
9. Setelah kering diwarnai dg 2% larutan  Neutral Red selama 15 menit, cuci dg 
aquadest, keringkan pada suhu kamar.
10. Coverslip dimounting pada object glass dengan Canada Balsam atau DPX
11. Sel dg reduksi NBT (biru) dihitung persentasinya dr 200 sel, dapat juga 
dengan scoring 1-4 atau 1-5.
Dengan  adanya  anion  superoksida  (O2-)  pada  kultur  makrofag  yang 
diinduksi  Phorbol  15-Myristate  13-Acetate (PMA),  NBT  akan  teroksidasi 
membentuk presipitat formazan yang tidak terlarut (biru). Hasilnya dibaca dengan 
mikroskop  cahaya,  dengan  menentukan  prosentase  dan  derajat  terbentuknya 
presipitat.  Derajat presipitat didasarkan pada prosentase terbentuknya presipitat, 
dengan kriteria :  
Derajat 1 : presipitat <25 %
Derajat 2 : presipitat 25-50%
Derajat 3 : presipitat >50-75 %
Derajat 4 : presipitat >75% 
Masing-masing sediaan dibaca pada 50 sel makrofag kemudian dibuat rata-rata.
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HASIL 
Dengan menggunakan uji statistik deskriptif didapatkan hasil seperti berikut :
Tabel 2. Kadar ROI dalam makrofag tikus masing-masing kelompok
Tabel  2.  menunjukkan  nilai  median  kadar  ROI  pada  mencit  swiss  kelompok 
kontrol adalah 1,00. Sedangkan pada kelompok perlakuan dosis 0,125 ml TAAC 
didapatkan  nilai  median  meningkat  menjadi  1,50.  Sedangkan  pada  kelompok 
perlakuan 0,250 ml TAAC didapatkan peningkatan kembali menjadi 2,00. Namun 
pada kelompok perlakuan 0,50 ml TAAC didapatkan nilai 2,00 sama dengan nilai 
pada  kelompok  perlakuan  0,50  ml  TAAC.  Dalam  hal  ini,  tidak  terjadi 
peningkatan.
Uji normalitas dengan menggunakan tes Saphiro-Wilk dengan nilai normal 
p>0,05 didapatkan nilai  tidak normal pada kelompok perlakuan dosis 0,125 ml 
TAAC (0,001)  dan  dosis  0,50  ml  TAAC (0,000).  Sedangkan  pada  kelompok 
6
 dosis (ml)  Statistic Std. Error
Air (0,250 
ml)
kontrol Mean
1,00 0,00
  Median 1,00  
  Std. Deviation 0,00  
 kadar ROI 0,125 ml TAAC Mean 1,50 0,189
  Median 1,50  
  Std. Deviation 0,535  
 0,250 ml TAAC Mean 2,00 0,267
  Median 2,00  
  Std. Deviation 0,756  
 0,50 ml TAAC Mean 1,80 0,133
  Median 2,00  
  Std. Deviation 0,422  
perlakuan dosis 0,250 ml TAAC didapatkan nilai normal yaitu 0,093. Oleh 
karena  itu,  maka  tidak memenuhi  syarat  untuk dilakukan uji  homogenitas  dan 
selanjutnya dilakukan analisis data dengan menggunakan tes Kruskal-Wallis.
Tabel 3. Hasil tes menggunakan Kruskal-Wallis
ROI
Chi-Square 12.998
df 3
Asymp. Sig. .005
Dari  hasil  analisis  data  dengan  menggunakan  tes  Kruskal-Wallis, 
didapatkan  hasil  yang  signifikan  dengan  nilai  p=0,005  (p<0,05).  Dari  hasil 
tersebut,  maka  dilanjutkan  dengan  Mann-Whitney  U  test  untuk  mengetahui 
kelompok mana yang memberikan hasil signifikan tersebut.
Tabel 4. Hasil tes menggunakan Mann Whitney
Kontrol 0,125 ml 0,250 ml 0,50 ml
kontrol - 0,025 0,003 0,001
0,125 ml 0,025 - 0,165 0,192
0,250 ml 0,003 0,165 - 0,522
0,50 ml 0,001 0,192 0,522 -
Analisis  dilanjutkan  dengan  membandingkan  kelompok  kontrol  dengan 
kelompok perlakuan dosis 0,125 ml dan didapatkan nilai signifikan dengan nilai 
p=0,025  (p<0,05).  Kemudian  dilanjutkan  dengan  membandingkan  kelompok 
kontrol  dengan  kelompok  perlakuan  dosis  0,250  ml  dan  didapatkan  nilai 
signifikan  dengan  nilai  p=0,003  (p<0,05).  Lalu  dilanjutkan  dengan 
membandingkan kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan dosis 0,50 ml dan 
didapatkan nilai signifikan dengan nilai p=0,001 (p<0,05).
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Tes kemudian  dilanjutkan dengan membandingkan kelompok  perlakuan 
dosis 0,125 ml dengan kelompok perlakuan dosis 0,250 ml dan didapatkan nilai 
tidak  signifikan  dengan  nilai  p=0,165  (p>0,05).  Lalu  dilanjutkan  dengan 
membandingkan kelompok perlakuan dosis 0,125 ml dengan kelompok perlakuan 
dosis 0,50 ml dan didapatkan nilai tidak signifikan dengan nilai p=0,192 (p>0,05). 
Kemudian dilanjutkan dengan membandingkan kelompok perlakuan dosis 0,250 
ml  dengan  kelompok  perlakuan  dosis  0,50  ml  dan  didapatkan  nilai  tidak 
signifikan dengan nilai p=0,522 (p>0,05).
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PEMBAHASAN
Dari hasil penelitian ini, didapatkan terjadi peningkatan bermakna kadar 
ROI pada mencit swiss yang dibandingkan antara kelompok kontrol (diberikan air 
dengan takaran 0,250 ml) dengan kelompok perlakuan (diberikan TAAC dengan 
dosis bertingkat). 
Dengan  demikian,  berdasarkan  dari  data-data  tersebut,  dapat  ditarik 
kesimpulan bahwa hipotesa sementara telah terbukti dengan adanya peningkatan 
bermakna antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan.
Namun, antar sesama kelompok perlakuan, tidak didapatkan peningkatan 
bermakna yang  telah  dibuktikan  dengan tes  Mann Whitney. Pemberian  TAAC 
dengan  dosis  bertingkat  tidak  secara  langsung  menunjukkan  TAAC  sebagai 
immunostimulan.  Hal  ini  dapat  dibuktikan  dengan  didapatkannya  peningkatan 
tidak bermakna antar sesama dosis perlakuan.  Hal tersebut menunjukkan bahwa 
TAAC juga mempunyai sifat imunomodulator yang dapat mengendalikan respon 
imun agar tidak berlebihan. 
Peningkatan ini dapat disebabkan karena pemberian TAAC dapat memacu 
proliferasi  limfoblas  kemudian  memacu  produksi  dari  Interferron  gamma. 
Interferron gamma yang terpacu ini kemudian akan memacu peningkatan jumlah 
makrofag yang diikuti  dengan peningkatan parameter kadar toksisitas di  dalam 
makrofag yang diukur dengan ROI dan NO.2,3
Namun, peningkatan kadar makrofag juga dapat disebabkan akibat induksi 
secara langsung oleh TAAC. Jadi dalam hal ini, TAAC langsung dapat memacu 
9
makrofag  yang  diikuti  dengan  peningkatan  kadar  ROI  dan  NO.  Kemudian, 
makrofag ini nanti nya juga dapat memacu pengeluaran Interferron gamma.2,3
Produksi  ROI  oleh  makrofag  meningkat  secara  bermakna  pada  dosis 
0.250ml/KgBB dan peningkatan  dosis tidak mengakibatkan peningkatan  secara 
bermakna antara variasi dosis yang dibuktikan oleh uji Mann Whitney.
Walaupun  diperlukan  penelitian  lebih  lanjut,  untuk  sementara  dapat 
disimpulkan  bahwa  TAAC dapat  meningkatkan  proliferasi  limfosit  T  yang 
memproduksi  Interferron Gamma yang selanjutnya akan mengaktivasi makrofag 
dan  meningkatkan  fungsi  fagosistosis  dalam internalisasi  mikroorganisme  dan 
fungsi killing dengan meningkatkan sintesa ROI2,3.
Berdasarkan  hal  tersebut  diatas,  maka  sangat  menarik  untuk  dilakukan 
penelitian lanjutan mengenai pengaruh peningkatan derajat ROI terhadap fungsi 
protektif di dalam tubuh.
Pada  penelitian  ini,  dapat  ditarik  kesimpulan  bahwa  pemberian  Tolak 
Angin Anak Cair sesuai dengan dosis yang dianjurkan (0,250 ml) dan berlanjut 
selama 1 minggu, akan dapat meningkatkan imunitas yang diukur dengan kadar 
Radical Oxygen Intermediate (ROI) pada mencit swiss.
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